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© Metaflkomplexe, an die eta Immunotogisch akttvea Material gekoppett warden kann bzw. tat, deren Herstellung und 
Verwendung, 



© Es werden Rutheniumkompiexe beschneben, an die ein 
immunotogisch aktives Material gekoppett werden kann bzw. 
ist Die Rutheniurnkomptexe haben die aUgemeine Formel 
Ru 2+ L,L,L,. I 

worin L )t L, und U gietoh Oder verschieden sind und je 
einenbi- oder polycycfischen Uganden mrt mindestens zwei 
stjckstoffhartigen Heterocyden bedeutea wobei mindestens 
einer dieser Uganden mrt mindestens einer wassertosiich 
machenden Gruppe substituiert ist. und wobet mindestens 
einer dieser Uganden mrt mindestens einer reaJctiven Gruppe, 
gegebenenfaite uber eine Spacergruppe, substituiert ist und 
wobet die Uganden U, L, und L, Ober StiekstoffatDme an 
das Ruthenium gebunden sind. 

Die Uganden L„- L,- -and L, enthaiten beispieiweise 2,2' 
-Blpyridirv, i , 1 0-Phenanthrolin-, Ber^bathophenanthrotin- 
Oder Bathophenanth rcrfingruppen. 
3 Die Spacergruppe ist beispietsweise eine Aficytengruppe 
^ mrt hochstsns 8 C-Atomen, die gegebenenfails -SO,-NH-, 
q -O-, -COO- Oder -CO-NH- aufwetsen kann. 
If) A,s reaktive Gruppen, an die das immunotogisch aktive 
^Material gebunden wird kommen vorzugsweise -COOH, -J, 

-NH„ -NCS oder -SO,Hai Gruppen in Betracht 
CO Ate imrnunotogisch aktive Materialien, weJche an die 
n^vorerwahnten Rutheniumkompiexe gekoppett sind, kommen 
^-rnsbesondere Antigene, Haptene oder Antikorper, z.B. An- 
Qtikorper gegen caranoembryonaie Antigen, in Betracht 

Die Rutheniumkompiexe gemass voriiegende Erfindung 
flL >aasen sich fluoreszenzspektroskopisch sehr emfindiich nach- 
weiserL 
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M^lfflnplw,, an clje eir, W^W^ Itfvw Material neknnogrt w^n y m ^ isL dftmn H ^„,^ unri VftfW ^ ttfV1 



Die voriiegende Erfindung betrtfft Rothentumkomptexe, 
an die ein immunoiogisch aktives Material g koppett werden 
kann. 

Die Rutheniumkornplexe weisen die allgememe Forme! 
Rua*L I L,U 

I auf. worin L„ L, und L, g letch oder verschieden sind 
und je einen bi- Oder potycycliscnen Liganden mrt minde- 
stens zwei stickstoffhaltigen Heterocycien bedeuten, wobei 
mindestens einer dieser Uganden mrt mindestens einer 
wassedoslich machenden Gruppe substituiert ist. und wobei 
mindestens einer dieser Liganden mrt mindestens einer 
reaktiven Gruppe, gegenbenenfaite uber eine Spacergruppe, 
substituiert ist. und wobei die Liganden L., L, und L, uber 
Stickstoffalome an das Ruthenium gebunden sind. 

Die Uganden L, und L, konnen gleich oder verschie- 
den sein und betspieteweise 2,2'-Bipyridin- , 1,10-Phen 
anthrolin-, BenzbatrKjolnenanthroiin- oder insbesondere Ba- 
thophenanthfiolingruppen enthaiten. Die Uganden L, und 
U sind vorzugsweise gleich. 
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Ate Gruppen, wetehe die Liganden wassertosiich ma- 
chen, kommen insbesondere Sutfonsauregruppen in be- 
tracht, die vorzugsweise in Form ihrer Salze voriiegea 
Besonders bevorzugt sind hierbei die NatriumsaJze. 

t ^ LiQand L, enthatt beispieisweise eine 
2,2 , -Bipyridin-, 1 ,10-Phenanthrotin- oder insbesondere eine 
Bathophenanthroi rng ru ppe. 

Die eingangs erwahnte Spacergruppe ist vorzugsweise 
eine Alkytengnippe mrt hochstens 8 C-Atomen, die gegebe- 
nenfalls -SO,-NH- ( -S-, -O-, -COO- oder -CO-NH- auf- 
weisen kann. 

Ate reaktive Gruppen, an die das immunoiogisch aktive 
Material gebunden wird, kommen vorzugsweise -COOH, -J, 
-NH„ -NCS oder-- -SO,. Hal Gruppen in Betracht 

Bei Ru-Komplexen mrt 3 identischen Uganden L lf L, 
und L, muss der Ugand sowohl eine wassertosiich ma- 
chende Gruppe wie auch eine Spacergruppe mrt reaktiver 
Gruppe aufweteen. 

Ein hierfur geeigneter Ugand ist die Verbindung der 
Formei [<SO,IMa)<SO,NH CH,CH,COOH)batho] 



_ ».o,s-4gl s ^ X^-^f 

COOH 

Bei Ru-Komplexen, die zwei verschiedene Uoandtvoen ai« i ioo~<^ ■ ,.„^ . ... 

au^ kann der eine Ugandtyp die wasserST ^J^^^t foa^™ ^ " d ~ m 

chende Gruppe oder Gruppen tragen. wahrend der andere 35 vo ™ 9 " cn Gruppen der Formei 
Ugandtyp uber eine oder mehrere Unkinggruppen (reaktive 
Gruppe, die uber einen Spacer an HeterocycJus gebunden 
ist) verfugt 



I (SO Na) -batho] 



und ais Ugand L, vorzugsweise die fcrfgenden Gruppen 
[<SO,Na)<SO,NH CH.CH^OOHJbatho] 
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Na0 3 S-tp\f ... it^f-SO-NH 



COOH 
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[(SO.NH CH,COOH,)batthoJ 



HN0 2 S— KJ ! ... [ Q4- SO NH 



HOOC "* ~ ioOH 



[(SO.NH CH.CH.COOHj.balho] 



75 



/1\ /"\ 
HN0 2 S^O? _ jQ4_ SONH 



(ch 2)2 ^/qxO^;.- fv 2 

COOH -*- N ioOH 

25 

[(SO,NH CH^C^C^COOH^batho] 

HOOC -- N C00fJ 

[{SO.NH CH,CH,CH,CH,CH,COOH) 1 baiho] 40 



HOOC ' tN N COOH 



[(CH,CH J CH f CH,COOH)batho] 
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it) s [ ... it$r (CH2)4 ~ COOH 
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[(CH,CH 7 CH,CH,CH,COOH)batho] 
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ib) ... i'dr 1CH * ) *- C0CH 
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[(CH.CH^H.CH^OOHJbenzobatho] 



[(COOH).bpy] ' 25 



hooc-<Q)-(P)' 



COOH 



Die Synthese der Liganden L„ welche die Unking 
Gruppe bzw. Qruppen tragen, erfolgt nach Vertahren, die 
nachfo*gend schematise* beschrieben sind: 

a) [<SO,NH{CH, x COO-t-buty»),batho] und 
[(SO,Na)(SO,NH CH,CH,COO-t-butyl)batho 
Bei der Synthese dieser Vertwndungen geht man vom 
Dinatnum-SaJz der Bathopherianthrolindisutfonsaure aus. 
Daraus stem man mrt PCI, zunachst das emsprechende 
Dtsutfochlorid her (vgL F. Muth in "Houben-Weyt, Methoden 
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der Organischen Chemie-, Band IX, S. 563, 4. Auftage, 
1955, G. Thieme Vedag, Stuttgart). Dieses wird anschlies- 
send mrt dem t-Butytester einer Aminosaure (wte z.B. 0 
-Alanin, Glycin, 4-Amrnobuttersaure oder 

6-Aminocapronsaure) gemass fotgendem Schema zum errt- 
sprechenden Surfonamid umgesetzt (vgL F. Muth in 
"Houben-Weyt, Methoden der Organischen Chemie", Band 
IX, S. 609, 4. Auflage 1955; G. Thieme Verlaug Stuttgart): 
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H 2 N (CH 2 ) x COO-t-butyl 



HN0 2 S 



t-butyl-OOC 




S0 2 NH 



(CH 0 ) 
| 2' x 

COO-t-butyl 



NaO 



35 

Bet dieser Reaktion entsteht neben dem Disutfonamid 
ate Nebenprodukt immer auch noch das Monosuttooamid. 

Die Versertung der t-Butytester erfokjt erst nach der 
Syntnese der entsprechenden Ru-Komplexe. 

b) [(CH.C^CH.CH^COOHJbatho] bzw. aq 

[(CH.CKCH.CH.CHtCOOHJbatho] 

Die Synthase dieser Liganden mit VaJeriansaure bzw. 
Capronsaure ate Unking-Gruppe erfoigt mrtteis Skraup'scher 
Reaktion (vgL F.H. Case und P.F. Strohm; J.Org.Cnem. 27, 
1641 (1962)) aus 4-PnerM-8-amino-chinoitn (vgL F.H. 46 
Case; J.Org.Chern. i£, 1541 (1951)) und den p 




-[^<5htorprop«ny*>Derivaten der entsprechenden « 
-Pnenytfettsauremetnytester, wobet die tetzteren durch Acy- 
lierung des 5-Phenyl valeriansaurernetriytester (Fiuka) bzw. 
des 6-Phenyicaprofisaurerr«thylesters (vgL W.E. Truce und 
C.E. Olson; J. Amer. Chem.Soc 7£, 1651 (1953)) mrt 
£ -C hlorpropionyich lond gemass rac^tolgendern Reaktkmss- 
chema erhatten werden: 4V 

RwKtiong«^efna 



so 
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(CH ) COOCH 
' 2 n 3 




n * 4 and 5 



ClCH 2 CH 2 COCl 
A1C1 



P-Chlor propi ony 1 - 
chlor id 



p- ( 3-Ch 1 o r propi ony 1 ) - 
Derivat der ^ -Phenyl - 
f e ttsauremethylester 



<CH ) COOCH 
2 n 3 




4 -Phenyl -S- ami no- 
chinolin 



H 3 P0 4 



H 3 As °4 ^ Arse «saure) 



(CH_) COOH 
2 n 




5- /i-(7-Phenyl-l, lO-phenanthrolin-4-yl )phenylZ 
pentansaure s [ (CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 COOH) batho J 

6- /?- (7-Phenyl-l , 10-phenanthrolin-4-yl )phenyl^ 
hexansaure »f < C^C^CH^Ch^COOH) batho] 
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c) [(CH.C^CH.CH.COOHibenzobatho] Die Synthese dieser Verbindung 

(Benzo-bathophenanthroiin-pentansdure) erfotgt uber meh- 
rere Stufen aus 2-Amino-3-napfrthoesaure gemass foJgen- 
dem Schema (vgl. E. Koft und F.H. Case; J.Ong.Chem. £7, 
5 865 (1962)) 



z' \ / Ns 

iOiOi: 

\ / \ / 



X \ / \ 

iOiOi 

Y Yo> 
ibY. Ny 



COOH 



0-Chlorpropiophenon 
H 3 P0 4 

Arsensaure 
COOH 



iO!Oi~ NH 

Y Yo> 

/ \ / \ / 

• O' ' 



Curt ius-Abbau 
2 



substituiertes 
3-Chlorpropiophenon 
H^PO^, Arsensaure 



HOOC(CH 2 ) 4 



lOi . 

N / \ /__\ 

! IOi 
iOiO! 

\ / \ /^-X, 

. : iCY 

/ \ / 

iOi • 



^ Skraup'sche Rkt. 



Skraup'sche Rkt. 
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Fur die Synthese von Ru-Komptexen mrt 3 identischen 
Uganden werden in der Literatur 2 Verfahren beschrieben: 

Nach Braddock und Meyer [J.Am. Chem. Sec 25, 
3158 (1973)] erhrtzt man wassertosiiches Rutheniumtrich- 
iorid zusammen mrt dem Uganden fur (angere Zert in DMF, 5 
wobei steh der Komptex unter teilweiser Zersetzuna des 
Losemrtteis bcktet 

Bevorzugt verwendet man jedoch das von Lin et aJ 
[J.Am.CheraSoc 2fi, 6536 (1976)] beschriebene Verfah- 
ren. Dabej erhrtzt man Kaliumpentachtofoaquoruthenat 10 
(K.Ru Ci,H f O) in schwach salzsaurer Umgebung mrt der 
3-fachen stcchicrnetrischen Menge an Ugand und reduziert 
anschtiessend die Losung mrt Natriumhypophospriit 

Die Herstellung der Rutheniumkomptexe mrt 2 vers- 
chiedenen Ugandtypen erfolgt nach Irtemturbekannten Me- 75 
thoden. z.B. gemass Beiser et aL He*v.Chim.Acta 63 1675 
(1980). 

Im Hinbtak auf dteTatsache, dass bei diesen Kompte- 
xen der Ugand L, von den Uganden L, und L, verschte- 
den 1st wind ein stufenweiser Aufbau des Komptexes bevor- 20 
zugt (Selbstverstandlteh konnte der Komplex auch mitteis 
einer statistischen Synthese hergestellt werden, doch ist 
d.ese Mogltehkert nicht bevorzugt. da sie schwerer kontrol- 
(terbar «st) Dabei wird in einer ersten Stufe mrt was- 
serloslichem Rutheniumtrichiorid und der doppett 25 
stochiometnschen Menge an Ugand L, bzw. L, in Dime- 
thytformamid (mrt Lrthiumchtorid ate Kataiysator) das Zwis- 
chenprodukt RuL,L,Ci, hergesteltt. Dieses Zwischenpro- 
dukt wird mrt dem Uganden L, anschliessend zum 
gewOnschten Komptex umgesetzt ^ 

Wird ate Ugand L, eine Verbindung verwendet. deren 
reakbve Gruppe in geschutzter Form vorltegt - z.B als 
t-Butytester bei den Sulfonamid-Derivaten des Bathophe- 
nanthrolins - so erfolgt die Abspattung dteser Schutzgruppe 
bevorzugt erst nach der Synthese des entsprechenden Ru- 35 
Kom ptexes. 

Die Isotterung und Reinigung der gebitdeten Ruthe- 
niumkomptexe erfotgt nach herkommlichen Methoden, durch 
Umfalten, Sauterrchrcrnatographie Oder praparatjve Dtoks- 
chichtchromatographte. 40 

Als imrmmotogisch aktive Maienaiien, wetche an die 
vorerwahnten Rutheniumkomptexe gekoppert sind, kommen 
tnsoesondere Antigene, Haptene Oder Antikorper (inkiusive, 
z.B. Fab-Fragrnente) in Betracht Als Antikorper kormen 
sowohl potyktonate wie monoktonate Antikorper verwendet 45 
werden. 

Ein besonders bevorzugtes immunotogisch aktives 
Material 1st etn Antikorper gegen (^roembryonates Anti- 
gen. Ein vverterhm besonders bevorzugtes immunotogisch 
alcbves Material ist ein Antikorper gegen menschliches so 
Chorwngoriac^tropia sowie ein Antikorper gegen a 
-Interferon. 



Die Kopplung des irrmwnotogischen Materials an den 
Rutheniumkomp*ex erfoigt in an sich bekannter Wetse. Eine 
bevorzugte Kopplungsweise besteht dann, dass man den 
Rutheniumkomptex und das immunotogisch aktive Material 
mrt emem wassedosiichem Carbodfimtoderivat, z.B. mrt N- 
c YC*oriexyi-N t -(2-nriorpho^ 
methyi-p-toluolsulfonat behandett. 

Die Rutheniumkomptexe gemass voritegender Erfindung 
lassen stch fluoreszerizspektroskopisch sehr empfindltoh 
r^jweisea Sie sind bestens geeignet ate MarkermotekQte 
fur hochempfindliche Fluoreszenz-lmrnuno-Assays. Sie sind 
jnsbesondere geeignet fur einen zertaufgetosten 
Fiuoreszenz-lmmuno-Assay, wie er beisptelsweise in der 
DT-OS 2628158 beschrieben wird. Durch die Verwendung 
der Rutheniumkomptexe gemass voritegender Erfindung an- 
stelte des haufig verwendeten FfTC 
(Fliiorescetnisothiccyanat) kann die Nachweisempfindlichkert 
bei Fluoreszenz-lmrnuno-Assays verbessert werden. Dies 
ist insbesondere bei der Bestimmung geringer Mengen von 
Antgenen m Korperflussigkerten; wie z.B. Plasma und 
Serum, von Vorteii. Beteptete fur solche Antigene sind z.B. 
das caranoembryonale Antigen (CEA), das /9-HCG Oder 
das a-lnterferon. 

Die im Rahmen der vorltegenden Erfindung verwendete 
Messapparatur fur die zertaufgeioste Fluoreszenzmessung 
wird im fblgenden beschrieben und anhand eines Schemes 
eriautert 

Eine gepulste LichtqueUe - Farbstofflaser - regt mrt 
Ltohttrfrtzen geeigneter Weltenlange. X - 453 nm, die Mess- 
PTObe zur Fluoreszenz an, wobei die Blitzdauer t » 0,7 ns \ 
vtel kurzer als die Abkiingzert des fluoreszterenden Markers 
ist Die Fluoreszertzstrahlung wird dann mrt einer Optik 
durch einen Kantenfitter (Balzers 610). der die Emisstons- 
weltenlange des Markers durchlasst, auf die Photokathode 
ernes Photomultiptters. gefuhrt Die emzelnen detektierten 
Photonen erzeugen Strompuise, die nach Verstarkung und 
Normierung digital gezahlt warden 

(Photon-<x)urrting-Metriode). Ueber eine Photodtode steuert 
das anregende Blrtzltoht gtetohzeitig eine Torschaitung 
wetehe nach einer einstellbaren Verzogerungszert 5 = 2 us 
den Zahter startet und nach einer einsteilbaren Oeffnungs- 
zeit des Messfensters At» 3 us den Zahlprozess wteder 
stoppt Die Verzogerungszert A wird so gewahtt, dass in ihr 
Streuiichteffekte sowie die Bac^groundfluoreszenz praktisch 
vollstandig abgekkmgen sind.- Auf dtese Art wird die Anzahl 
gezahtter Puise proportional zu der Markerfluoreszenzinten- 
sitat. wetehe separat vom Background gemessen wird. 
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1. 

2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 



Lichtquelle 
Quarzplatte 
Probe 

Sammeliinse 
Kantenf liter 
Fokussierlinse 
Photomultiplier 



Seisotel i 



HefSteilunQ von B^hnnhop^rnji^^,^^ 

2^ 9 getrocknetes BathophenanthroUndtsul- 
fonsaufe-Wnatfiumr^iz (Fluka) warden rmt 3,1 g PCI, und 
750 pi POCt, in emem 500 mi RurKikolben gut durchmischt 
Der Kolben wird, versehen mrt einem RuckflusskOhJer und 
einem CaJdumchloridnohr, 2,5 Stunden lang in emem OeJ- 
bad auf 110«C erhrtzt Absubiimiertes PCl„ das sich an 
ben kuhteren SteHen des Kdbens niedergeschlagen hat, 
wird zwschendurch abgekratzt Anschiiessend zieht man 
am Wasserstrahrvakuum bei 110«C das nicht umgesetzte 
PCI, sowie das POO, innerhalb von 5 Stunden voilstandig 

Nach dem Abkuhten auf Zimmertemperatur behande* 
man das rone Suffochiond zunachst kurz mrt 150 ml Ben- 
zol, die verworfen werden (urn Spuren von Verunretnigun- 
gen zu enttemen). Anschiiessend wird as zweirnal mrt je 
150 ml Chtoroforrn extrahiert, wobet jeweite 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur geruhrt wird. 



8. 

9. 
lO. 
11. 
12. 



Verstarker " 
Diskr iminator 
Zahler 
Photodiode 
Torschaltung 

13. Anregungs-Lichtblitz ; 

14. Fluoreszenzlicht 
Lichtblitz zu-r Steuecung' 5 
der Torschaltung (Trigger) 
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Die vereinigten Chloroformextrakte engt man am 
Vakuum ein. Das.zuruckbteibende Sulfochtond wird dann 4 
Stunden tang am Vakuum bei 110°C getrocknet (Ausbeute- 
1,8 g). 

Herstetlupq von sSutfonamiddenvaten ^ Bathnn^ f n^^ 
hns mrt dem t-Bnh*^ ^ ff-A»fft~ 

[(SO,-NH<JH I CH 1 -COO-t.butyi),batho] und 
[<SO,Na)(SO,NH CH,CH f (XKD-t-butyObaiho] 

1,32 g 0-AianirM-butytester und 10,5 -ml Triathytamin 
werden in 50 mi Chloroform aufgelost Zu dieser Losung 
gibt man unter starkem RGhren innerhalb von 10 Minuten 
2,0 g testes- Batrioprienarrthrolind^tfoc^ Nach 
5-stundigem ROhren bei Zimmertemperatur lasst man das 
Reakfensgemisch 4 Tage lang im DunkeJn stehea An- 
schiiessend zieht man bei 40-50 °C am Vakuum das 
Losemittel sowie das Triathytamin ab. Zur vollstandigen 
Entfernung des Triathyiamins versetzt man den Ruckstand 
mrt 200 ml Chloroform und zieht dieses am Vakuum wieder 
ab. Dieses Verfahren wird insgesamt fOnfmal durchgefuhrt, 
bis das Produkt keinen Geruch mehr nach Triathytamin 
autwetst 
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Die Reinigung des ROckstandes erfoigt durch Chroma- 
tography uber SO,. Sie fOhrt zu 2 Produkten. 
a) Isolation dft^ Disulfonf rr^ 

[(SO,NHCH,CH,COO-t-butyl),oatho] 
Mit 8 I Aceton eluiert man dabei zunachst das prak- 
tisch reine Oisutfonamid. Ausbeute: 900 mg. 
Isolation dos Mofv^itfftnyp^ 

[(SO,Na)(SO,NH-CH,CH 1 <;cX).t.buty*)batho] 
_ U1 m 3 1 <*nes Gemisches aus 
ChtorofornVMethanoiWasser (7/3/0,5) eHuiert man eine wei- 
tere Zone, die aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften ein 
Phenanthrolinderivat sein muss. Nach NMR handeit es sich 
dabei urn das Monosuttonamid der Bathophenanthrolindisul- 
fonsdure, das wahrscheinlich durch teilweise HydroJyse des 
Bathophenanthrolindisuffochlonds bei der Reakfon hat ent- 
stehen konnen (Ausbeute: 1,2 g Rohprodukt). 

i«n lT^**!? n Rein ^n9 lost man das Rohprodukt in 
150 ml Chloroform und schutteit diese Losung insgesamt 
dreimal mit je 100 ml Wasser aus. Anschliessend wird das 
Monosutfonamid noch zweimal umgefallt Hierzu lost man 
die Verbmdung in 50 ml Metrianol/Chloroform (3/1) und faltt 
ste weder durch langsames Zutropfen von 200 ml Aether 
aus. Ausbeute: 360 mg. 

Herstellunn des Ru-^pio xes tr^.i] 

Ru[(SO,Na)(SO,NH CH.CH.COOHJbathoWPF.), 
<K p, 1 ^ 7 u ^ KaJtumpentachlcjrcaquoruthenat 
(k.huCI, H,0) werden bei 60° in 2 mi Wasser aufgelosl 
denrvorher noch 1 Tropfen 6N HCIzugesetzt worden war. 
Zu dieser Losung gab man die^ 3-fache stc<^k>fnetrische 
wenge an Ugand (95.8 mg tert-Butytester gemass b) gelost 
m 1 ml DMF) und erhrtzte das Gemisch 2.5 Stunden tana 
unter N, am Ruckfluss, 

Nach dem AbkOhten der Reakticms*6sung wird der ent- 
stendene ^*-Komptex mit 250 ul einer 1 motaren 
NaH,PO,-Losung zum entsprechenden Ru2*-Komptex 
reduaert und dann nochmaJs fur 2 Stunden am Ruckfluss 
gekocht 

Anschliessend fiftrierte man die Losung. versetzte sie 
mrt900 M l einer I0%igen wassrigen Ammoniumhexafluoro- 
^osphaHosung und -lasst sie Ober Nacht bei 4«>C stehen 
Dabei faJIt der Komptex aus. 

^^L 6 ^ Abnutschen wird er mrtteis praparativer 
r^^^T" 9 "^ (4 Ki ^eige^Platten. Laufmittel 
CH,Ci,/MeOH/H f O (7:3:0,5) gereinigt 

Produkt) und zur Verseifung mit 5 mi Trtfluoressigsaure bei 
Zimmertemperatur versetzt Nach i Stunde wurde die Tri- 
fluoressigsaure am Wasserstrahlvakuum abgezogen. 

SsissasLg 
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Herstelluno von Ru rfgrLM ^bat^ni. 

^ 627 m 9 RuCl, 3H,0, 568 mg uq, und 3 26 g Batnt> 

^?^ a ^ i ^^ tfonsa ^iNa-Sate (Fluka) werden in 8 ml 
a^kL ^ ROckfluss Sekocht Nach dem 

Abkuhien auf Zimmertemperatur versetzt man die Reak- 
tonskisung langsam mit 60; ml Aceton und lasst sie dann 

I J^!^ 1309 4 ° C stehen - Dao8i f ai*t das vtoiette 
Rohprodukt aus. Dieses wird abgenutscht und gut mit Ace- 

^ 1 ^ a ^ hen * ^ Reinf 9 un 9 dann durch 65 

Umfallea Hierzu lost man das Rohprodukt in 50 rrd Metha- 
nol und faltt es anschliessend wieder mit 500 ml 



Aceton/Aether (i/i) aus. Dieses Verfahren wird wiederhott 
Die wertere Reinigung erfoigt durch Chromatographie Ober 
Mit 5 I Chk5ro^ormVMethanc)l/Aceton (4/3/3) oiuiert 
man 600 mg praktisch reines Produkt (Ausbeute: 600 mg) 



HersteJltjnn, des 



RufSO.N^frflh^ 



aemischten 



iS^^^H T -CH 1 ^0O-t.but^Lr^ini | 

10 !!f Ru «^ N a),bathoJ,CI, werden in einem 

Gemisch aus 1 ml Wasser und 4 ml Methanol gelost und 
mrt 41.0 mg [(SC-NH-CH.-CH^OO-t-butyi^bathol 
(vgl. Beispiel 1a) (gelost in 3 ml Chloroform) vermischt 
Dieses Reaktionsgemisch wird 3 Stunden lang unter N, 

75 am Ruckfluss erhrtzt, wobei eine orange-rote Losung ent- 
steht Anschliessend wird das Losemrttel durch Einbiasen 
von N, und leichtem Erwarmen zu etwa 90% abdestilliert 
Beim AbkOhlen auf Zimmertemperatur failt ein Teil des 
Produktes aus. Zur Reinigung lost man das Produkt in 1 5 

20 ml Methanol und 0.5 ml. DMF und chrornatographiert es 
uoer SO, mit dem Laufmittel ChloroforrrvTvlethanol/Wasser 
(7/3/0.5) (Ausbeute: 75 mg). 

Herstellunp^ des q u-Komofr^ rp^.oi 

KSO,-NH-CH,.CH.-cnnH^h amir i | 

0 yerse^ng des t-Butytesters. Hierzu werden 55 mg 
. Ru[(SO,Na),bathoJ, 7 
30 (SO^NH^H.^H^OO-t-butyi^bathoJCt, in 5 ml 

Trifluoressigsaure gelost Das Reaktionsgemisch lasst man 
1 1 Stunde bei Zimmertemperatur stBhen und zieht dann am 
Wasserstrahlvakuum bei 40 0 C die Trifluoressigsaure ab. 
, c eAJ D ^l Rohprodukt wurde zunachst durch 
35 SauJetK^rornatographie Ober SO, gereinigt Laufmrttel: 

300 ml Chloroform/Aceton/Methanol (4/3/3) 

500 ml Chtoroforrr^ethanoW (50/50/2) 

500 ml Chlorcform^ethanomasser (50/5075) 

250 ml Chioroforrr^etrtariomasser (50/50710) 

45 100 ml MethancVWasser (10/1) 

100 ml Methanol/Wasser (1/1) 

Die «^u">ge Reinigung erfoigt mrtteis praparativer 
50 Dic^ichtch/orna^ 40 mg des Ru-Komptexes 

werden hierzu in 700 pi Wasser gelost und auf 4 PSC- 
Platten (SiO,.Ptatten von Merck) aufgetrageru- Ueber 
Nacmwer^ diese bei 60* C getrocknet und anschliessend 
mit. dem Laufmittel Chloroform^etr^nolWasser (50/50/2) 
55 chroniatographiert Die Hauptzone wird r^raiisgekratzt und. 

Tl^^T 11 Wass8r extrahiert (das- Kieselgel wird 
dabei durch Zentnfugation abgetrennt). Nach dem Einengen 
werden vom Produkt noch letzte Spuren SO, entfemt 

M !^2L n ? an in weni9 Methano1 lost und das ungeloste 
so KieseJgel abzentrifugiert (Ausbeute: 38. mg). 

Beisoief3 
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Herstelluno des BathoohenanthfDli ndisutfQnafyikjs mrt dem 
t-Butvtester des Glvcins. f(SO,NH CH. COO-t-butvll. 
bathol 

Diese Sulfonamidsynthese erfcrfgte analog der in Bei- 
spiel 1 beschriebenen. 

Ansatz: Giyctn-t-butytester Dibenzo*suffimidsaiz (10,3 
g), Triathytamin (28 mi) und Bathopnenanthroiindisutfoch- 
lorid (4,2 g). 

Ausbeute: 4,9 g [<SO,NH CH t COO-t-butyi),batho] 



Herstellunq 



Ru»SO,Na).bathoU(SO.NH 



qemiscrrten 



Komolexes. 



CH. 



COO-t-buM^hrthnlgt, 

3,6 g RuKSCNa^bathoLCt, (siehe Beispiel 2) 
werden in einem Gemisch aus 160 ml Methanol und 100 
ml Wasser gelost und mrt 2,01 g [(SO,NH CH,C 
CO-t-butyl),batno] (gelost in 80 ml Methanol) vermischt 

Dieses Reaktionsgemisch wird 5 Stunden lang unter 
N, am Ruckfiuss gekocht, wobei eine tiefrote Losung 
entsteht Nach dem Abkuhlen engt man die Reak- 
tionsiosung am Vakuum auf etwa 70 ml ein und faltt den 
gemischten Ru-Kompiex dann durch langsames Zutropfen 
von 1 ,4 I Aceton aus. 

Zur werteren Reinigung wird das abgenutschte Rohpro- 
dukt zweimaJ umgefaltt. Man lost hierzu den Niederschlag in 
etwa 150 ml MeOHA^O/CH.CI, (2:1:0,3) und faltt den 
Komptex dann wteder aus durch langsames Zutropfen von 
1,5 I Aceton. 

Zum Schiuss wird das Produkt noch zweimal Qber 
Kieselgel chromatographtert mrt dem Laufmrttel 
CH,CI,/MeOH/H,0 (7:3:0,5). Nach einer werteren 
Umfallung analog oben erhart man etn remes Produkt Aus- 
beute: 3,0 g rotes Purver. 

VyggjfVPq des t-Butvtesters zum label TRC-ai 



RuttSO.NaKh«thnl 



KSQtNH 



500 mg 
SO,Na),b3lhol a [(SO,NHCH 1 COO-t-butyl),batho]C<, 
werden in 40 ml Trrfluoressigsaure dispergiert Nach 
2,5-stundigem ROhren bei- RT wird die Trrfluoressigsaure 
am Vakuum abgezogert Den Ruckstand lost man in.einem 
Gemisch aus 1 ml DMF und 3 ml Wasser. Durch langsa- 
mes Zutropfen von 500 ml Aceton/MeOH* (8:2) faltt man da 
raus den Komptex wieder aus. 

Dieser Umfallprozess wird noch zweimeJ wiederhott, 
dann trocknet man das rote Purver bei 70 °C am Vakuum. 
Ausbeute: 420 mg. 



Herstelluno des Batrrahenanthrrtirrt^ mrt ru^ 

t'9utvtester der 4-Amtnobuttersai ir? 

[(SO.NHCH^H^^COO-t-butyl^batho] 
Diese Suifwamktsynthese erfolgte analog der in Bet- 
spiel 1 beschriebenen. 

Ansatz: 4-AmirK>buttersaun*-t-buty»ester (1,57 g) 
Triathytamin (17 ml) und Batrtoprtenanmrolina^ 
(2,1 g). Ausbeute: 1,3 g [<SO,NH CH,C 
H^CH.COO-t-butyOibalho] 



Herstellunq des oftmischton Kornotexra 

Ru[(SO,Na) f batho] a [(SO l NH ch,c 
KCH.COO-t-butyl^batrwJCt, 
5 Diese Synthase erfolgte analog der Vorschrtft von Bei- 

spiel 3. 

Ansatz: 1,28 g Ru[(SO,Na),batho],Cl, und 0,775 
g [(S0,NH CH.CH^H.COO-t-butyl^batho]. Aus- 
beute: 1 ,65 g rotes Purver. 

10 

Verseifuno des t-BuMesters zum label rRC-41 

RuHSCNahbathola^SCNH 
CH,CH,CH,COOH),batho]Ct, 
15 Ansatz: Versertung von 70 mg t-Butyiester-Derivat 

Ru[(SO,Na),bathoM(SO,NH CH,CH,CH,-COO-t 
butyl), bathopi, analog der Vorschrift von Beispiel 3. 
Ausbeute: 50 mg. 
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Beispjelg 



Herstelluno des Bathooh^anmrolirKjis utfonamids mrt riom 
25 t-Butvtester der 6-Aminoc aoronsaure 

[<SO,NH CH T CH,CH,CH t CH, 
COO-t-butyi^batho] 

Diese Sulfonamidsyrrthese erfolgte analog der in Bei- 
30 spiel 1 beschriebenen. - 

Ansatz: 6-Aminocapronsaure-t-buty^ (2,27 g) 
Triathytamin (17 ml) und Batrtophenantr»rolirKlisutfoc^ 
<2* 1 9). Ausbeute: 1,8 g [(SO,NH 
CH I CH f CH,CH,CH 1 CX)0-t-butyl),batho]. 

35 

HefSteHuno des oemischten Komnte^ 

Ru((SO s Na),batho]j[(SO,NH 
CH ? CH 1 CH 1 CH,CH,CX)0-t-butyl),bathopt T 
40 Diese Synthase erfcrfgte analog der Vorschrift von Bei- 

spiel 3. ; 

Ansatz: 2,3 g RuKSOiNahbathoLCt, ° und 1,49 g 
[<SO,NH 

CKCH^HtCH^.CX^-t-butyl^balhoJ. Aus- 
45 beute: 2,8 g rotes Purver. 

VefseifunQ des t-Butvtesters zum label fRCsi 

RuHSCNa^bathoLKSO.NH 
50 CH^H^H^H.C^COOH^bathopi, 

Ansatz: Verseifung von 100 mg t-Butytester-Derivat 
Ru{(SO a Na) a bathoJ,((SO,NH 

CH^H^H^H.CHtCOO-t-butyf^bathopi, ana- 
log der Vorschrift von Beispiel 3. Ausbeute: 85 mg. 

55 

BeisoielS 



60 Herstelluno des oemischt en Komotexes 

Ru[(SO,Na),batho],[(SaNa)(SO,NH CH.C 
H,COO-t-butyi)bathopi t 

Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Bei- 
65 spiel 3. 

Ansatz: 102 mg RuHSCNa^bathotCt, und 51 
mg [(SO,Na)(S0,NH CH,CH,COO-t-butyi)batho] 
(siehe Beispiel 1). Ausbeute: 105 mg rotes Pulver. 
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Vgfserfuno rtes t-BirMAst^ Label mr%*i 

Ru[SO,Na),batho] 1 [(SO,Na)(SO,NH 
CH a CH,COOH)batho]Ct t 

Ansatc Verserfung von 105 mg t-Butytester-Derivat 
Ru[(SO,Na) 2 batho] a [(SO,Na)(SO,NH CH,C 
H,COO-ttxjtyi)batho]CI, analog der Vorschritt von Bei- 
spiel 3. Retnrgung erfolgt durch praparative Dickschichtchro- 
rratographie (Kieselgel-Platten, Laufmrttei 

CHCUMeOH/Aceton (4:3:3)). Ausbeute: 32 mg. 

Beisoiel 7 



Svnthese 



In einem Ruhrkoiben mrt Ruckfiusskuhter warden 9,3 g 
AO,. 10 ml CS, und 1,98 ml 0-Chlorpropionyfchio^ 
vorgetegt Zu dlesem Gemisch lasst man bei Zimmertempe- 
ratur innert 5 Minuten 3,61 g 5-Phenytvateriansaure zutrop- 
fen (nachgespOlt wird mrt 2 ml CS,). Das Reakttensge- 
m,scn wrd anschiiessend noch 15 Minuten werter geruhrt. 
leicht erwarmt und dann abgekuhlt 

Dann pipettiert man das ReaJdonsgemisch in eine 
gerOhrte Mischung von Eis, Wasser und Aether. Die orga- 
rnsche Phase wascht man mrt Bicarbonatlosung und Was- 
ser neutral Nach dem Trocknen Ober MgSO, aeht man 
das- Losemrttel ab. Dabei erhalt man 5,03 g kristallines 
Produkt 

?ynt^y? m ^ 

WP^-FNrnrtO.10-nn^ 

[(CH f CH,CH t CH 7 CX)OH)batho] 

In einem Ruhrkoiben warden unter Argon 2,54 g 
4-Phenyl-8-amrnochinolin, 11,5 ml H,PO. (85%ig) und 2,3 
ml Arsensaureiosung (80%ige H,AsO.) vorgetegt Zum 
Losen des Chrnolins erhrtzt man das Gemisch auf 120°C. 
Dann tugt man innerhaib von 5 Minuten noch . 4,56 g 
p-[0-Ch!orprc^or>y1]-5-pr^ hin . 
zu. Anschiiessend heizt man das ReaJcttensgemisch unter 
Ruhren innerhaib von 10 Minuten auf 140°C auf und lasst 
es auf dieser Temperatur noch 1 Stunde. 

Zur Aufarbertung kOhrt man das Reaktionsgemisch ab 
und pipettiert es in ein geruhrtes Gemisch von 50 ml 
Wasser und 1 25 ml CH, CI,. das gut mrt Eis gekOhlt wird 
Durch Zufugen von Natronlauge bringt man den pH-Wert 
auf 5. Dabei gent die Substanz in die cjrganische Phase 
Ober. 

Nach dem Abdampfen des Losemrtteis erhalt man ein 
Rchprcdukt das neben dem Methytester auch noch freie 
Saure enthalt (die Reakttonsbedingungen wirken hydrcrfyste- 
rend). Durch Behandlung mrt Diazomethan (in 
Aether/Methanoi) wird das. Gemisch wieder voilstandig in 
den Methytesterz QberfQhrt 

Nach zweimaliger Chromatographie mrt Essigester an 
Alox III (mrt 1,5% H,0 noch zusatdteh desaktrvtert) erhalt 
man 3,022 g Methytester. 

Zur Verserfung lost man dtesen in 20 ml Aethanol auf 
versetzt die Losung mrt Natronlauge (0,950 g NaOH getost 
in 5 ml H,0) und erhrtzt ste unter Argon fur 2 Stunden auf 
80°C. Die abgekuhlte Losung wird in ein CH,CI,/H,0 

L ? < Sf ben ' dann der PH-Wert der Losung mrt 
85%iger H,PO. auf 4-5 eingestellt und anschiiessend das 
Produkt extrahiert 
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Das eingeengte CH,Cl t -Extrakt wird aus Benzol um- 
kristaffisiert dabei erhalt man 1,35 g Produkt Aus der 
ingeengten Mutteriauge erhalt man durch Umkristailisieren 
aus Aethanol noch wertere 0,338 g Produkt 

Gesamtausbeute 1.688 g Saure (kristaiiisiert ohne 
Losemrttel), Fpkt 234-235 °C. 



Herstelluno des Ru-Knmnl^oc prp.7] 



[ 



Ru[(SO,Na),batho], 
(CH.CH^H.CH.^OOHJbatholCI, 

Zu einer Losung von 102,4 mg R 
uKSCNa^bathot-Cl, 2H,0 in 4 ml Methanol und 8 
ml Wasser gibt man 34,6 mg 
75 5-[p-(7-Phenyi-i , 1 0-phenanthrolin-4-yi)phenyi]-pentansaure 
aufgeiost in 2 ml Methanol. Dieses Gemisch wird 3 Stunden 
lang unter N, am Ruckfluss erhrtzt, wobei eine orange-rote 
Losung entsteht 

Anschiiessend entfemt man den grossten Teil des 
20 Losungsmrtteis durch Einbiasen von N,. Der Rest wird 
dann vdlends mrt dem Rotationsveroampfer abgezogen. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mrttels 
praparativer Dickschicmchromatographie. Der Komptex wird 
hierzu in wenig Wasser aufgeiost und auf 6 PSC-Platten 
25 (SiO,-Platten von Merck) aufgetragen. Nach dem Trock- 
nen der Platten bei 70° chromatographic man mrt dem 
Laufmrttei ChlorofomVAcetori/Methanol (4/3/3). 

Das mrt Wasser extrahierte Hauptzonenprodukt wurde 
noch dreimal einer praparativen DickschkJhtchromatographie 
30 unterworfea wobei folgende Laufmrttei verwendet wurdea- 
AcetonAVasser (9/1 ) ( dann. AcetorVWasser (8,5/1,5) und 
schliesslich Chloroforrn/Metrianol/Wasser (50750/2). 

Zur Entfemung von tetzten Spuren SO, lost man das 
extrahierte Produkt in wenig Methanol und zentrrfugiert das 
35 ungeioste Kteselgel ab. Aus 1 ml rnethanoiischer Losung 
wurde dann das Produkt mrt 50 ml Aceton ausgefaltt Aus- 
beute: 42,6 mg (rotes Pulver). 



Synthese, 



Beisoiel a 



YQh 



ffl^htornrc^^ 

In einem ROhrkoiben mrt Ruckftusskuhter werden 17 2 
g AICI,, 18,5 ml CS, und 3,6 ml /9-Chkx-prop«*iyk*torid 
vorgetegt Zu dtesem, Gemisch lasst man bei Zimmertempe- 
•ratur innert 10 Minuten 7,06 g 
50 6-Prwnyicapronsaurerr«trryle^ zutropfen (nachgespOlt 
wird mrt 4 ml CS,). Das Reaktterisg^rnisch wird anschiies- 
send noch 15 Minuten wetter geruhrt, leicht erwarmt und 
oann abgekuhlt 

Dann pipettiert man das Reaktionsgemisch' in eine 
55 gerOhrte Mischung von Eis, Wasser und Aether.. Die orga- 
nische Phase wascht man mrt Bicarbonatlosung und Was- 
ser neutral Nach dem Trocknen Ober MgSO. zieht man 
das Losungsmittel ab. Dabei erhalt man 10,2 g khstailrnes 
Produkt 

60 

Syrrttese, yjQfj § . 

f P-(7-Phenyl-1 . 1 0-ntemar^irtin^.yiv^ 

[(CH^KCH^H^H.COOHJbatho] 
65 In e^nem ROhrkoiben werden unter Argon 5,90 g 

4-Phenyl-6-aminochinolin, 27 mL H,PO. (85%ig) und 5,35 
ml Arsen saureiosung (80%ige H,AsO.) vorgetegt Zum 
Losen oes Chinolins erhrtzt man das Gemisch auf 120°C. 
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Dann fugt man innerhalb von 5 Minuten noch 11,15 g 
J>[0^hlorproptorry1]^-p>rter^ hinzu. 
Anschii8ss8nd erhrtzt man das Reaktjonsgemisch unter 
ROhren innerhalb von 10 Minuten auf 140°C und lasst es 
auf dieser Temperatur noch 1 Stunde, 

Zur Aufarbertung kOhtt man das Reaktionsgemisch ab 
und pipettiert es in em genjhrtes Gemisch von 100 ml 
Wasser und 250 mi CH,CIi. das gut mrt Bis gekuhtt wird. 
Durch Zufugen von Natronlauge (etwa 2/3 einer Losung 
aus 45 g NaOH in 200 ml Wasser) bringt man dann den 
pH-Wert auf 5. Dabei geht die Substanz in die organische 
Phase uber. 

Nach dem Abdampfen des Losemittels erhalt man 
15,76 g dickflussiges Oel, das neben dem Methytester auch 
noch frete Saure enthatt (die Reakttonsbedingungen wirken 
hydrolysterend). Durch Behandlung mrt Dia2omethan (in 
Aether/Methanol) wird das Gemisch wteder vollstandig in 
den Methytester uberfuhrt Dieser wird mit Essigester an 
350 g Atox Hi (mrt 1% H,0 noch zusatzlich oesaktrvtert) 
(^romatographtert (Fraktionen a 120 ml). Retnes Produkt 
enthalten die Fraktionen 5 bis 9. 

Die Frakbonen 3, 4 und 10 sind dagegen noch verun- 
reinigt Sie werden nochmaJs mit Essigester uber Aluminru- 
moxtd chromatographies, (wie vomer beschrieben). A us den 
reinen Fraktionen der betden Chromatographien erhalt man 
nach dem Abztehen des Losemittels 6,979 g Methytester. 

Zur Verserfung lost man den Ester in 45 ml Aethanol 
auf, versetzt dtese Losung mit Natronlauge (2,24 g NaOH 
gelost in 1 1 ml H.O) und erhrtzt sie unter Argon fur 2 
Stunden auf 80°C. Dann zieht man am Rotationsverdamp- 
fer das Aethano* ab und nimmt den ROckstand in einem 
Gemisch von CH.Cl^Wasser aut Mit 3,75 ml H,PO* 
85%ig wird der pH-Wert auf ca. 3 eingestelrt und dann das 
Produkt extrahtert 

Das Extrakt wird neutral gewaschen, getrocknet und bis 
auf 300 ml emgeengt Nach dem Zusatz von irtsgesarnt 3,5 
g Nortt SX-3 ruhrt man die Losung 40 Minuten lang, fiftriert 
sie und engt sie bis auf wenig CH.Ct, etru Nun gibt man 
20 ml Benzol hinzu und lasst die Substaru wahrend 46 
Stunden bet Zimrnertemperatur auskristallisteren. 

Durch Abnutschen, Waschen mrt Benzol und Trocknen 
im Exsikkator erhatt man 5,393 g Produkt, das im Kristail 
noch Benzol enthalt 

Das BenzoJ-freie Produkt hat etnen FpkL von 195*. 

Herstelluno des Ru-Komote^ rpr^y 

Ru[(SO,Na),batho] 1 [(CH 1 CH f CH 1 CH,CH 1 ^- 
OOH)batho]Cl, 

Zu einer Losung von 384 mg R 
u[(SO,Na),batho],-CI, -2H t O in 20 ml Methanol und 5 
ml Wasser ..gibt man 134,2 mg 
6-[p-f7-PhenyM , 1 0-pbenanthrolin^-yi)phenyt> 
aurgeldst in 5,7 ml- Methanol. Dieses- Gemisch wird 3 Stun- 
den lang unter N, am Ruckfluss erhrtzt. wobet eine 
orange-rote Losung entsteht 

Anschltessend entfemt man den grdsstem Teii des 
Losemrttels durch Einoiasen von N,. Der Rest wird dann 
vol lends mrt dem Rotattensverdarnpfer abgazogen. 

Die Reinigung des Produktes erfolgt zunachst durch 
zweimaiige Sauterxavomatographie uber SiO, mit dem 
Laufmrttel Chloroforrn/Metriaroi/Wasser (7/3/0,5). An- 
schliessend wird der Komptex noch mrtteis praparativer 
Dk^kschichtchromatographie gereinigt (SiO,-Platten von 
Merck). Laufmrttel: ChkxofomVMethanoi/Wasser (7/3/0,5). 

Die Hauptzone wird nach dem Herauskratzen mrt Me- 
thanol extrahiert Ausbeute: 162 mg (rotes Putver). 



SWPtel.9 



5 Herstglluno der Benzorjathotihenar^rr^r r^ 

[{CH.CH.C^CH.CC^HJbenzobatho] 

Die Synthese dieser Verbindung erfolgte aus 
2-Amirx>3-rtarjhthoesaure mrtteis Skraup'scher Reaktion 
70 analog dem in Beisptel 7 angegebenen Verfahren fur 
[(CH.CH^H.CH.COOHJbatho]. Gesamtausbeute: 
1,07 g. 

Herstelluno des Ru-Komn^ mr- ft | 

75 

Rut(SO,Na) J batho] J 
[(CH.CH^H^H.COOHjbenzobatholCI, 

Dtese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Bei- 
sptel 3. 

20 Ansatz:1,28 g Ru[(SO,Na)*batho] a Cl, und 0,561 g 

[(CH,CH,CH,CH,COOH)benzobatho]. Ausbeute: 1.1 

g rotes Purver. 

Beisotel 10 
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Herstelluno des Ru-Komntoxes fRC-101 

30 RuHSO.Na^bathoLKCOOHHbpylCli 

Dtese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Bei- 
sptel 3. 

Ansatz; 256 mg RuKSCNa^bathotCI,, 49 mg 
4,4'-Dtcarboxy-2 t 2 , -bipyridin und 60 mg NaHCO, (zum 
35 Solubflisteren des Bipyridins) in 25 ml MeOH/H,0 (1 :2). 
Ausbeute: 290 mg rotes Putver. 

Beisotel 11 



MyKtervna. von anti-CEA mrt dem Ru-Komntex trc^i 

Die Kopplung des gemischten Ru-Komptexes [RC-2] 
45 an anti-CEA erfolgte mrt Hrtfe des wassertosltehen 
Carrjodiimid-Derivates^ ^4. 
Cyciohexy1-N , -(2-fTttxpho^ 

nriethyi-p-toluolsutfonat Da der Komptex uber zwei reaktive 
Gruppen pro Motekui verfugt, wird molar die doppette 
50 Menge an Carbodrtmtd verwendet 

Fur die Kopplungsreaktxxi stettt man die fotgenden 
Stammiosungen her 

1) 4,00 mg/ml Ru-Komptex [RC-2] in Wasser bei pH 

4,5 

55 2) 2,17 mg/ml anti-CEA vom Kaninchen (DAKO Code 

Nr. A 115, Lot 112 B) in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

136 Ml Stammlosung 1 werden mrt 264 yl Wasser pH 
4,5 (etngesteltt mrt HCI) verdunnt Dazu gibt man 0,27 mg 
N-Cyc!ohexy^N , -(2-morr^wtinoat^ 

60 methyl-r>toluo*su!fonat und durchmischt kurz am Vortex. 
Nach 2 Minuten fugt man 400 ul von der anti-CEA 
Stammlosung 2 hinzu und durchmischt wteder gut am V r- 
tex. Durch die Zugabe von wenig IN Ha wird der pH-Wert 
auf 8,5 eingestellL Dann lasst man das Reakttensgemisch 

65 17 Stunden lang bei Zimrnertemperatur im Dunketn stehen. 
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Zur Abtrennung des markierten anti-CEAs wurden 500 
Ml des Reaktionsgemisches Goer eine Saute (Lange 30 cm, 
Durchmesser 9 mm) mrt Acrytamid Gel AcA-54 von LKB 
chromatographies (Laufmrttei; 150 mM NaCt t 10 mM Na- 

~' 02 * NaN " P" 7 '°>* D * Praktionen mrt dem 
nochsten Gehalt an markiertem anti-CEA wurden vereinigt - 
msgesamt 5,2 ml. In dieser Losung wurde der Gehalt an 
ant.-CEA und an Ru-Komplex UV-spektroskopisch bestimmt 
(aus der optiscnen Dichte bei 278 nm - Absorption von 
anti-CEA und Ru-Komplex, sowte aus der optiscnen Dichte 
bet 445 nm - Absorption des Ru-Komplexes aJlein). Es 
wurden dabei folgende Konzentrationen erhalten* 

0,66 x 10" 6 M/I Ru-Komplex 

0.58 x 10~ 6 M/I anti-CEA. 

Dies entspricht einem Markierungsgrad von 1,1. 

Beisoiel 12 ■ 



Pv^Whninq eines Ruc^7f^imm„r^^ ^ ? c * 

Zur quantitative Bestimmung von CEA-Standards wird 
ein Sandwichtest mrt einem momoktonaJen CEA-Arrtikorper 
und einem pofyktonaien CEA-Antikorper (rnarkierte An- 
tikorper von DAKO) wie foigt durchgefuhrt 

a) In die erfordertiche Anzahl Testrohrcnen (10 x 75 
mm) warden je 0,250 ml CEA-Standardiosung (0 ng/ml 
CEA; 2,5 ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA und 20 

1 in 150 mM NaCI ' 10 mM Na-Phosphat mrt 20- 
g/t Rjndersenjrnalbumin) pipettiert, je eine mrt;rnonoktonaJem 
ano-CEA sensibilisierte Porystyroikugel (Durchmesser 6 5 
rnm)2ugefugt und bei 37«C wahrend 24 Stunden inkubiert 
A^l«essend ( werden die Potystyrexkugeln dreimal mrt je 
x2j^L?!f t,l,ertBfn Wass8r Sewaschen und dann in 
Tes^rchen transfenert, die je 0,250 ml Puffertosung mrt 1 
x 10 MA markiertem Kaninchen anti-CEA enthalten 
(Markierungsgrad 1,1). 

Nach einer 24-stundigen Inkubation bet 37°C werden 
die Kugein wteder dreimai mrt je 2-5 ml destUliertem Was- 
ser gewaschen und ansctiliessend in Testrohrcnen mrt je 2 
ml Schwefelsaure (0.09N) transfenert Nach 30 Mmuten 



70 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



pipet tiert man die Schwefelsaure-Lcsung in Messkuvetten 
!^j!!? stdon Gehalt an Ru-Komplex fluoreszenzspektros- 
kop^i (Anregungsweltenlange 453 nm, Emissions^ 
lenlange 612 nm). 

AnJ!l M !!f U ? 9 erfoigte mrt beschriebenen 
Apparatur unter Verwendung eines Kantenfilters B 610 von 
Balzers, einer zeitlichen Verzogerung der Fluoreszenzmes- 

SZf^ln 2 T 1^°^ A ^ngspuls) und 

etner Qeffnung des Messfensters von 3 usee 

In der Tabeite I sind die Werte einer CEA-Bestimmung 
aufgetuhrt, die mrt einer Reihe von CEA-Standards von 
Roche erharten wurden. 

Die Empfindlichkert bei diesem zweistutlgen Test 
betragt 60 pg/mi CEA. 

per CEA Test konnte auch in einem Eintopfverfahren 
gemass folgendem Verfahren durchgefuhrt werden. 

b) In die erfordertiche Anzahl Testrohrcnen (10 x 75 
mm) gibt man je 0,125 ml CEA-Standardlosung (0 rra/ml 
CEA; 2,5 ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA; 20 
ng/ml CEA in fotatem Kalberserum) sowie je 0.125 ml 
Losung mrt 2 x 10^ M/l Kaninchen anti-CEA, das mrt dem 
Ru-Komplex markiert 1st (Markierungsgrad 1,25- 
Verdunnungspuffer pH 7,1 enthalt 0,1 M/l Tris. 20% fotales 
Kalberserum 0,05% TimerosaJ und 0,02% Tween 20) 
Dann fugt man noch je eine Porystyroikugel (Durchmesser 
6,5 mm sensibilisiert mrt monoklonalem anti-CEA) hinzu und 
inkubiert bet 37°C wahrend 24 Stunden. 

Anschliessend werden die Kugeln dreimal mrt je 2-5 ml 
destilliertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrcnen 
mrt je 2 ml, Schwefelsaure (0,09N) transferiert Nach 30 
Mmuten pipettiert man die Schwefeisaure-Losung in 
Messkuvetten und misst den Gehalt an Ru-Komplex fluores- 
*>nzspektroskc>p*sch (die Messbedingungen sind identisch 
mrt jenen von Teil a)). 

Die Resuttate dieser CEA-Bestimmung sind in-Tabefle 
« zusammengesteltt. Bei den Eintopfverfahren findet man 
eine Empfindlichkert von 430 pg/ml CEA. 

Tabetle I 

^ P'uoreszenzspektroskopeche Bestimmung von CEA- 
Standards (zweistufiges Verfahren) 



Konzentration an CEA 
[Roche Standard Losunqg rr 
0 ng/ml CEA 
2,5 ng/ml CEA 
S ng/ml CEA 
1Q ng/ml CEA 
20 ng/ml CEA 



Rel . Fluoreszenzintensitat 

0,071 
0.532 
1.041. 
1,846 
4.121 



Pluoreszenzsrjektroskop^sche Bestimmung von CEA- 65 
Standards (Eintop^- Verfahren) 
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Konzentration an CEA Rel. Fluoreszenzintensitat 
(Roche Standard Losunqen) 



0 


ng/ml 


CEA 


0, 27 


2.5 


ng/ml 


CEA 


1.21 


5 


ng/ml 


CEA 


2,66 


10 


ng/ml 


CEA 


5. 13 


20 


ng/ml 


CEA 


9.74 
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Markieruna von anti-HCG 

Die Markierung von anti-HCG mrt dem Ru-Komplex 
[RC-2] erfolgte auf gteiche Art und Weise wte jene von 
anti-CEA gemass Beisoiel 1 1 . 

Fur die KoppJungsreaktion steflt man die folgenden 
Stammiosungen her: 

1) 4,00 mg/ml Ru-Komplex [RC-2] in Wasser bei pH 

4.5 

2) 10,83 mg/ml anti-HCG vom Kaninchen (DAKO 
Code Nr. A 231 Lot 032 A) in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

150 pi Stammlosung 1 werden mrt 250 pi Wasser pH 
4,5 (eingestelft mrt HCl). verdOnnt Zu dieser Losung gibt 
man 0.30 mg N- 

Cyctohexy*-N'-(2-nrKxpholino -methyi - 

p-toluotsutfonat und durchmischt kurz am Vortex. Nach 2 
Minuten fugt man die anti-HCG-Losung (222 ut 
Stammlosung 2 verdOnnt mit 178 pi einer 200 mM N 
aHCO,-Losung pH 8,5) hinzu und durchmischt gut am 
Vortex. Mit wenig HO wird der pH-Wert auf 8,5 eingestellL 
Dann iasst man das Reaktionsgemisch 17 Stunden lang bei 
Zirnmertemperatur im Dunkein stehen. 

Zur Abtrennung des markierten anti-HCGs werden 500 
M* des Reaxtkxisgemisches Goer eine Saule (Lange 30 cm, 
Durchmesser 9 mm) mrt Acrylamid Gel AcA-54 (von LKB) 
chfrxnatographiert (Laufmrttei: 150 mM IMaCl. 10 mM Na- 
PhosphaX 0,02% NaN„ pH 7,0). Die Fraktonen mrt dem 
hcchsten Gehart an markiertBm anti-HCG werden vereinigt - 
insgesamt 5,2 ml. In dieser Losung wird der Gehart an 
anti-HCG und an Ru-Komplex UV-spektroskopisch be- 
stifnmt Es vverden dabei folgende Konzantrationen erhaiten: 

2,01 x 10~ 6 M/I Ru-Kompiex 

2,04 x 10" 6 W\ anti-HCG 
_ . Dies errtspncht etnem Markierungsgrad von 1 ,0. 



DurchfQhruno 
Standards 



eines Fluoreszenzimmoassavs mrt fl-HGC 
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Zur quantrtativen Bestimmung von 0-HCG -Standards 
wird ein Sandwichtest mrt einem momoklonalen 4 
-HCG-Antikdrper und einem polyklonaien HCG-Antikorper 
(markierte Antikorper von DAKO) wie fblgt;durchgefOhrt 

In die erforderttehe Anzahl Testnttucnen (10 x 75 mm), 
gibt man je 0,050 ml 0-HCG-StandardJosung (0 mlU/ml; 10' 
mJU/mt; 25 mlU/rrrf; 50 mlU/ml; 100 mlU/ml; 200 mlU/ml), 
0,050 ml Losung mrt 5,12 x I0" a M/1 anti-HCG, das mrt 
dem Ru-Komptex markiert ist (Markierungsgrad 1,0; 
VerdOnnungspuffer pH 7,1 enthalt 0,1 MA Tris, 20% fdtates 
Kalberserum, 0,05% Thimerosai und 0,02%, Tween 20) 
sowie je 0,150 ml Puffertosung (150 mM NaCt, 10 mM 
Na-Phosphat mrt 20 g/l RinderserumaJbumin). Dann fugt 
man noch je eine Por/styrolkugel (Durchmesser 6,5 mm 
sensibilisiert mrt monokionalem anW-HCG) hinzu und in- 
kubiert bei 37°C wahrend 16 Stunden. 

Anschliessend werden die Kugein dreimal mrt j 2-5 ml 
destilliertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen > 
mrt je 2 ml SchwefeJsaure (0,09N) transferiert Ntach 30 ' 
Minuten pipetbert man- die Scrrwefelsaure-Losung in 
Messkuvetten und misst den Gehart an Ru-Komptex fluores- 
zenzspektroskoptsch (die- Messbedingungen stnd identisch 
mrt jenen von BetspieM2). 

Die Resuftate dieser 0-HCG-Bestinimung stnd in der 
Tabelle III zusammengestellt Bei diesem Eintopfverfahren 
findet man eine Empfindlichkeft von ZJL mlU/ml 0-HCG. 

TabetielU 



Fluoreszenzspektroskoptsche Bestimmung 
-HCG-Standards (Eintopf-Verfahren) 
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Konzentration an fl-HCG Rel. Fluoreszenzintensitat 
(Roche Standard Losunaen) " 



0 mlU/ml 


0.44 


10 mlU/ml 


0.34 


25 mlU/ml 


0.80 


50 mlU/ml 


1.56 


100 mlU/ml 


2.78 


200 mlU/ml 


5.81 



Beisoiens 



Markieruna von anti^-in^orforr^ 

Die Markterung von monoktonalem anti^-lnterferon 
(von Roche Diagnostica) mrt dem Ru-Kompiex [RC-2] er- 
foigte auf gteiche Art und Weiso wie jene^ von anti-CEA 
gemass Beispiei 1 1 . 

* Fur die Koppiungsreaktion- stem man dte folgenden^ 
Stammlosungen hen . 

1) 3,75 mg Ru-Kompiex [RC-2] in Wasser bei pH 4,5 . 

2) 6,0 mg/mlfrrwnc*tonates ant^-lnterfefon in;200 mM 
NaHCO,; pH 8.5. 

Zu 400 0 Stammtosung 1 gibt ma* 0,81 mg vom 
wassertosiichen C^trbodfimid-Derrvat urKl durchmischt kurz 
am Vortex. 

Nach 2 Minuten fugt man: 400 ut von der a 
nti-a-lnterfefon-StammJdsung 2 hinzu und durchmischt. wie- 
derum kurz am Vortex. Dann lasst man das . Reaktionsge-' 
misch 17 Stunden lang bei^Zimmertemperatur im DunkeJn 
stehen. 

Zur Atrtrermung des markierten arrt^^merterons wer- 
den 500 ul des Reaidwnsgemisches^ Ober. eine Saute 
(Lange 30 cm, Ourchmesser, 9: mm) mrt Acryiamid-Gel 
AcA-54 von LKB chromatographieft (Laufmrttefc 150 mM 
NaCI, 10 mM Na-Phosphat 0,02% NaN„ pH 7,0). 

Die Fraktion mit dem hochsten Gehait an markiertem 
anu-o-lnterferon werden vereinigt - insgesamt 5,2 ml. In 
dieser Losung wird der Gehait an anti^-lmerferon und an 
Ru-Komptex UV-spektroskopisch bestimmt 

Man erhart dabei folgende Kcnzentrafonen: 

1 1 ,5 x 1 0~ 6 MA Ru-Komptex 

1,8 x.10" 6 MA anti-aHnterferon (nionoklonal). 

Dies entspricht etnem Markierungsgrad MG von 6,4. 

Beisotelifi 
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DurchfQhmno eines 
interferon St^^ff 



Fluoreszenzimmurioaf^Y^ T ft 



Zur quantrtatrven Bestimmung von Interferon-raA Stan- 
dards {recombinant leucocyte interferon) wird em von 
Roche Diagnostica ate EIA errtvwckerter Sandwichtest ver- 
wendet Ansteite des Enzym-markrerten zwerten Antikorpers 
benutzt man jedoch rrwnokJonaies amHnterferon, das mrt 
dem Ru-Komptex [RC-2j markiert ist (Markierungsgrad 6,4). 

0te quantitative Bestimmung der verschiedenen 
Interferon-raA Standards erfoigte nach folgendem Verfahren 
(einstufiger Test): - 

In die erforderiiche Anzahi Testrohrchen (10 x J 75 mm) 
gibt man je 0,100 ml Interferon-raA Standard-Losung (0 
U/m) r IFNaA; 25 U/ml r IFNaA; 50 U/ml rIFNaA; 100 U/ml' 
35 r IFNotA; 150 U/ml r IFNaA; 200 U/ml r IFNaA in Normal- 
Human-Serum mrt Thimerosal) sowie je 0,500 ml Losung 
mrt 5.26 x 10* 10 MA mcfKJktonatem anti-*-lnterferon, das 
mrt dem Ru-Kompiex [RC-2] markiert ist (Markierungsgrad 
6,4; Puffersystem: 150 mM NaCt, 10 mM Na-Phosphat pH 
7,5). Dann fugt man noch je^ eine Poiystyrolkugei 
(Durchmesser 6,5 mm; sensibtlistert mrt monoklonaiem anti- ' 
Interferon) hinzu und inkutnert bei Zirnmertemperatur (26° 
C) wahrend 24 Stunderu 

AnschJiessend werden die Kugeln dreanal' mrt je 2-5 ml 
destilUertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen 
mit je^ 2 ml Schwefelsaure (0,09N) transferrer! Nach 30 
Minuten pipettiert rhan die Schwefelsaure-Losung in 
Messkuvetten und misst den Gehait an Ru-Komp*ex fluores- 
zenzspektroskcpisch. (Die Messbedingungen sind identisch 
mrt jenen von Betspte) 12). 

Die Resuttate der r IFNaA Bestimmungen sind in 
Tabelle IV zusammengesteUt; - - • - 

invBereicfi von- 0-200 U/ml findet man annahemd eine 
lineare Beziehung zwischen der Fluoreszenzintensrtat und 
00 der r IFNa A-Kcmzentratkxv Die Err^findfichkeit : betragt 0 46 
U/ml r IFNaA. 
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Tabelle IV 



Ru oreszenzspektroskop<sc^ Bestimmung von r IFNaA 
Standards 
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Konzentration an r IFNaA Rel. Fluoreszenzintensitat 
(Roche Standard Losuncrea) 



0 


U/ml 


0.14 


25 


U/ral 


0.51 


50 


U/ml 


0.89 


100 


U/ml 


1.80 


150 


U/ml 


2.77 


200 


U/ml 


4.01 
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Markieruno von poMclonatem anti -HCG mit dem Ru- 
Komolex rRC-7I 

Fur die Koppiungsreaktion werden die foigenden 
Stammiosungen hergesteltt 

1) 5,4 mg/ml Ru-Komplex [RC-7] in Wasser bet pH 

4,5. 

2) 6,0 mg/ml pcrtyWonaJes anti-HCG vom Kaninchen 
(DAKO Code Nr. A 231, Lot 032A) in 200 mM NaHCO,; 
pH 8,5. 

Die Koppiungsreaktion wtrd nach dem im Beisptei 1 1 
beschriebenen Vertahren durchgefOhrt Man verwendet 
hierzu jeweUs 400 ul. von den Stammiosungen i und 2 
sowie 0,56 mg vom wasseriosiichen Carbodiimkl 

Die markierten Antikorper wurden - wie in Beisptei 1 1 
beschrieben - durch Gek^vornatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-7] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaites an 
anti-HCG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

3,81 x 10" 6 MA Ru-Komptex 

1,87 x 10" 6 M/l anti-HCG (polvWonai). 

Dies entspncht einem Markterungsgrad MG von 2,0. 

Beimel 18 
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0,43 x 10" 6 MA Ru-Komptex 
0.94 x 10~ 6 MA anti-CEA 

Dies entspncht einem M arkierungsg rad MG von 0,5. 
peispigl 19 



Markieruno von h-loG mit dem Ru-Komotex fRC-61 

Fur die Koppiungsreaktion werdeh?* die foigenden 
Stammiosungen hergesteltt: 

1) 3,6 mg/mi Ru-Komptex [RC-6] in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Koppiungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 11 
beschriebenen Vertahren. Dabei werden jeweUs 400 pi von 
den Stammiosungen 1 und 2 sowie 0,37 mg vom. was- 
seriosijehen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wte in Beispiel 1 1 
beschrieben - durch Getehromatographte vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-6] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaites an 
h-IgG und an Ru-Kompiex ergab folgende -Werte: 

2,31 x 10" 6 MA Ru-Komptex 1,62 x 10" 6 MA h-IgG 

Dies entspncht einem Markterungsgrad MG von 1 ,4. 

Beisoiel 20 



Markieruno von ooMclonalem an ti-CEA mit dem Ru- 
Komotex rRC-81 



Fur die Koppiungsreaktion werden die foigenden 
Stammiosungen hergestBite 

1) 1,71 mg/ml Ru-Komptex [RC-8J in Wasser bet pH 

4,5. 

2) 2,17 mg/ml polyktonaJes anti-CEA vom Kaninchen 
(DAKO Code No, A115, Lot 112B) in 200 mM NaHCO,; 
pH 8,5. 

Die Kopphingsreaktion wird nach dem im Beisptei 1 1 
beschriebenen Vertahren durchgefOhrt Man verwendet 
hierzu jeweils 400 pi von den Stammiosungen 1 und 2 
sowie 0,19 mg vom wasseriosiichen Carbodiimid. 

Die markierten Antikorper wurden - wie in Beispiel 1 1 
beschrieben - durch Gek^rornatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-8] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaites an 
anti-CEA und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 
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Markteruno von h-loG mit dem Ru-Ko motex fRC-H 

Fur die Koppiungsreaktion werden die foigenden 
Stammiosungen hergesteltt 

1) 4,0 mg/ml Ru-Komptex [RC-1] m Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Koppiungsreaktion erfolgt nach dem in Beisptei 11 
beschriebenen Vertahren. Dabei werden jeweils 400 ul von 
den Stammiosungen 1 und 2 sowie 1,1 1 mg vom was- 
seriosiichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden • wie in Beispiel 1 1 
beschrieben • durch Gelchromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-1] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaites an 
h-IgG und an Ru-Kompiex ergab folgende Werte: 

10,4 x 10~ 6 MA Ru-Komptex 

1,8 x 10* 6 MA h-IgG 

Dies en ts pncht einem Markterungsgrad MG von 5,8. 
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Beisotel 21 



Markieruno von h-loG mit dem Ru-Knr pplex mc-mi 

Fur die Kopplungsreaktion werden die foigenden 
Stammlosungen hergesteirt: 

1) 29,0 mg/ml Ru-Komptex [RC-101 in Wasser bei oH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Koppiungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 1 1 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden 526 ul von der 
Stammlosung 1 und 400 pi von der Stammlosung 2 sowte 
7,45 mg vom wasseridslichen Cartodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 1 1 
beschrieben - durch Getehromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-10] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehartes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

0,81 x 10~ 6 M/1 Ru-Komptex 

0,78 x 10" 6 MA h-IgG 

Dies entspncht einem Markierungsgrad MG von 1,0. 
Beispiel 22 



Markieruno von h-lnft mit dem Rn-K pmolex fRC-fly 

Fur die Koppiungsreaktion werden die foigenden 
Stammlosungen hergesteWt 1 ) 

3,7 mg/ml Ru-Komptex [RC-3] in Wasser bei pH 4.5 

2) 

6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Kopplungsreaktkm erfolgt nach dem in Beispiel 1 1 
beschneoenen Verfahren. Dabei werden jeweils 400 pi von 
den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
seridslichen Cartxxliimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden . wie in Beispiel 1 1 
beschrieben - durch Geichromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-3] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehartes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

4,41 x 10* 6 MA Ru-Komptex 

1,21 x 10~ 6 MA MgG 

Dies entspncht einem Markierungsgrad MG von 3,6. 
Beispiel 23 



werden die foigenden 



Fur die Koppiungsreaktion 
Stammlosungen hergesteirt: 

1) 3,81 mg/ml Ru-Komptex [RC-4] in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Kc^ungsreaktten erfolgt nach dem in Beisptel 11 
beschriebenen Vertahrea Dabei werden jewetis 400 ui von 
den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
seridslichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 
beschrieben - durch Gelchrornatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-4] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehartes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 
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5,51 x 10" 6 MA Ru-Komptex 
1,17 x 10" 6 MA h-IgG 

Dies entspncht einem Markierungsgrad MG von 4,70. 
Beisotel 24 



Markieruno von h-loG m it dem Ru-Knmplex mn^ ] 

Fur die Koppiungsreaktion werden die foigenden 
Stammlosungen hergesteirt: 

1) 3,87 mg/ml Ru-Komptex [RC-5J in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die' Koppiungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 11 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweils 400 ul von 
den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
seridslichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 1 1 
beschrieben - durch Gek^romatogcaphte vom Ueberschuss 
an Ru-Komplex [RC-5] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehartes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

1 1,7 x 10" 6 M/l Ru-Komptex 

1,04 x 10~ 6 MA h-IgG 

Dies entspncht einem Markierungsgrad MG von 1 1,2. 



Markieruno von h-loG mit dem Ru-Komptex fRC-m 



werden die foigenden 



Fur die Koppiungsreaktion 
Stammlosungen hergesteirt: 

1) 3,45 mg/ml Ru-Komptex [RC-9] in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8.5. 

Die Koppiungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 1 1 
beschriebenen Verfahren.. Dabei werden jeweils 400 ul von 
den Stammlosungen 1 und 2 sowte. 0,375 ui vom was- 
seridslichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beisptel 1 1 
beschrieben - durch Gektfiromalographte vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-9] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehartes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

5,69 xlO* 6 M/1 Ru-Komptex 

0,45 x 10' 6 MA h-IgG, 

Dies entspncht einem Markierungsgrad MG von 12,8. 
Ansp ruche 

" 1- Rutheniumkomptexe, an die etn immunotogisch akti- 
ves Materiai gekoppert ist wobei die Ruthenrumkomptexe 
die ailgemeine Formei 

Ru 2 +L ( L,U I 

autweisen, worm L„ L, und L, gteich oder verschteden 
sind und je einen bi- oder. porycyctfschen Uganden mit 
nrindestBns zwei stxAstoffhattigen Heterocycten bedeuten, 
wobei minoestens etner dieser Uganden mit mmdestens 
einer wasseridstich machenden Gruppe substitutert ist und 
wobei minoestBns einer dieser Liganden mrt minoestens 
einer reaktrven Gruppe, gegebenenfaJIs Ober erne Spacer- 
gruppe, substrtuiert ist und wobei die Uganden L„ L, und 
U uber Stickstoffatome an das Ruthenium gebunden sind. 
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2. Rutheniumkomptex nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet class die Liganden L, bzw. L, 
2,2'-Bipyridin-, 1,10-Phenanthrolm-, BathophenafrthroOn- 
oder Benzobathophenanthrolin-gruppen enthalten. 

3. Rutheniumkompiex nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet dass die Uganden L, bzw. L, Bathophe- 
narrthrolin sind und mrt Sutfonsauregruppen ais was- 
sertosiich machende Gruppen substrtuiert sind. 

4. Rutheniumkompiex nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet dass die Suffonsauregruppen in Form der 
Salze votitegen. 

5. Rutheniumkompiex nach Anspruch 1, dadurch 
oekennzetchnet, dass der Ugand L, eine 2,2*-Bipyhdin-, 
i , 1 O-Phenanthroiin-, Bathophenanthrof in- oder 
Ben20balhophenanthrolin-gruppe enthait 

6. Rutheniumkompiex nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Ugand- L, eine 
Bathophenanthroiin- oder Benzobatr»phenanthrc%t-gmppe 
enthait die mrt mindestens einer Aikytengruppe mrt 
hochstens 8 C-Atomen substrtuiert ist die gegebenenfalls 
-SO,-NH, -S-, -O-, -COO-. oder -CO-NH- aufweisen 
kann. 

7. Rutheniumkompiex nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet dass die Aikytengruppe endstandig mit ein- 
er -COOH, -NH t , -NCS, -J oder -SO,HaJ Gruppe substi- 
tuiert ist 

8. Rutheniumkompiex nach einem der Anspruche 6-7, 
dadurch gekennzeichnet dass der Ligand L, die Gruppe 
-S0 3 -NH(CH T ) n COOH enthatt, wobei n eine game Zahl 
von 1-5 bedeutBt 

9. Rutheniumkompiex nach einem der Anspruche 6-7, 
dadurch gekennzeichnet dass der Ligand U die Gruppe 
-<CH,).COOH enthatt. 

10. Rutheniumkornplex nach einem der Anspruche 6-7, 
dadurch gekennzeichnet dass der Ligand L, die Gruppe 
-<CH,),COOH enthait 

11. Rutheniumkompiex nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet dass der Ligand L, W-Bipyridin ist der 
mit mindestens einer Carboxytgruppe substrtuiert ist 

12. Rutheniumkompiex nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet dass die Liganden L,, L, und L, gtetch 

un d Batr»oc^enanthroifn darstetten, die sowohi mrt einer 
wassertoslich machenden Gruppe ais auch Goer eine Spa- 
cergruppe mrt einer reaktiven Gruppe substrtuiert sind. 

1 3. Ruthenrumtorrtptexe nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet dass die wassertositch machende Gruppe 
one Surfonsaurec^uppe ist und dass die reaktrve Gruppe 
eine Cartxaytgruppe .. ist die* Ober eine 
SOj-NH-CCH^-Spacergruppe verknupft ist 

14. Ruthenhimkomplex nach einem der Anspruche 
1-13, dadurch gekennzeichnet dass das imrriunotogfech 
aktive Matehal ein Antigen oder Hapten ist 

15. Rutheniumkompiex nach einem der Anspruche 
1-13, dadurch gekennzeichnet dass das immunotogtsch 
aktive Material Arrtikorper ist 

16. Rutheniumkornptex nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet dass das immunotogisch aktive Material ein 
Antikorper gegen cararwembryonates Antigen, humanes 
Crwrkxig^xiao^tropm Oder a-lnterferon ist 

17. Verfahren zur Herstellung ernes Ruthertrumkornple- 
xes gemass ailgerneinen Formel I von Patentanspruch 1, an 
den ein imrrujrwtogisch aktives Matehal gekoppett ist 
dadurch gekennzeichnet dass man den Rutheniumkompiex 
gemass ailgemeiner Formel I in an sich bekannter Wetse 
mrt einem immunologisch aktrven Material koppelt 



18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet dass man ais Kopplungsmfttel N- 
Cyctohexyl-N'^-morpriolincat^ 
methyl-p-toluc^rrbnamid verwendet 
5 19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch 

gekennzeichnet dass man ais immunc4ogisches Material 
Antikorper gegen c»rdix>embryona)es Antigen, humanes 
Chorwngonadotrctxt) oder a-lnterferon verwendet 

20. Verwendung eines Rutheniumkomplexes nach ein- 
W em der Anspruche 1 -1 3 in einem Fluoreszenzimmunoassay. 

21. Verwendung eines Rutheniurnkompiexes nach ein- 
em der Anspruche 1-13 in einem Fluoreszenzimmunoassay 
mit zertaufgeioster Fiuoreszenzmessung. 

22. Ruthenhjmkomplexe der ailgerneinen Formel 
'5 Ru 2+ L,L,L, I 

wohn L lf L, und L, gleich octer verschieden sind und je 
einen bi- oder polycycUschen Liganden mrt mindestens zwet 
stk^stofmarbgen Heterocyclen bedeuten, wobei mindestens 
einer dieser Liganden mrt mindestens einer wassertdslich 

20 machenden Gruppe substrtuiert ist und wobei mindestens 
einer dieser Liganden mrt mindestens einer reaktiven 
Gruppe, gegeoenenfails Ober eine Spacergruppe, substi- 
tuiert ist und wobei die Liganden L„ L, und L» Ober 
Stkdcstofratome an das Ruthenium gebunden sind. 

25 23. Rutheniurnkcrnptexe gemass Anspruch 22, worin 

die Liganden L„ L, und L, die in den Anspruchen 2-13 
erwahrrten Bedeutungen haben. 

Ansoruche fur AT 

30 

1. Verfahren zur Herstellung eines Rutheniumkomple- 
xes gemass aJIgerneinen Formel 

Ru 2+ L,L,U I 

35 worin L„ L, und L, gteich oder verschieden sind und je 
einen bt- oder pocycyclischen Liganden mrt mindestens zwei 
stckstofftiartjgen Heterocyclen bedeuten, wobei mindestens 
einer dieser Liganden mrt mindestens einer wassertositch 
machenden Gruppe substrtuiert ist und wobei mindestens 

40 einer dieser Liganden mrt mindestens einer reaktiven 
Gruppe, gegeoenenfails Ober eine Spacergruppe, substi- 
tutert ist und wobei die Liganden L„ L, und L, uber 
StckstDfratorne an das Ruthenium gebunden snxt an den 
ein irrmwnotogisch aktives Material gekoppett ist dadurch 

45 gekennzeichnet dass man den Rutheniumkompiex gemass 
ailgemeiner Formel I in an sich bekannter Weise mrt einem 
irronunotegisch aktrven Material koppett 

. 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass man- ais Kopc^ungsmrttel. N- 

50 Cycior«xyi-N'-(2-rrKxpriod^^ 

metrryl-p-toluolsutfonamid verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet dass man ais immunotogisct >es Material 
Antikorper gegen carcincembryonates Antigen, humanes 

55 Chcricjnc^x^ropin oder a-lrrterferon verwendet - 
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© Metallkomplexe, an die ein immunologisch aktlves Material gekoppelt werden kann bzw. ist deren 
Herstellung und Verwendung. 



0 Es werden Rutheniumkomplexe beschrieben. an 
die ein immunologisch aktives Material gekoppelt 
werden kann bzw. ist. Die Rutheniumkomplexe ha~ 
ben die allgemeine Formel 

Ru 2 *L,L,L, I 

worin L„ L, und L 3 gleich Oder verschieden sind und 
je einen bi-oder polycyclischen Liganden mit minde- 
rs stens zwei stickstoffhaltigen Heterocycien bedeuten, 
^wobei mindestens einer dieser Liganden mit minde- 
stens einer wasserloslich machenden Gruppe substi- 
2tuiert ist und wobei mindestens einer dieser Ligan- 
!§den mit mindestens einer reaktiven Gruppe. gegebe- 
nenfalls uber eine Spacergruppe, substituiert ist, und 
2^ wobei die Liganden L„ L, und L, uber Stickstoffa- 
r- tome an das Ruthenium gebunden sind. 

Die Liganden L„ L, and L, enthalten beispiel- 
^weise 2,2* -Bipyridin-, 1,10-Phenanthrolin-, 
Q- Benzbathophenanthrolin-oder Bathophenanthrolin- 



Die Spacergruppe ist beispielsweise eine Alky- 
lengruppe mit hochstens 8 C-Atomen, die gegebe- 
nenfalls -S0 2 -NH-. -S-. -O-, -COO-oder -CO-NH-auf- 
weisen kann. 

Als reaktive Gruppen, an die das immunologisch 
aktive Material gebunden wird kommen vorzugs- 
weise -COOH, -J. -NH,. -NCS Oder -SO,Hal Gruppen 
in Betracht. 

Als immunologisch aktive Materialien, welche an 
die vorerwahnten Rutheniumkomplexe gekoppelt 
sind. kommen insbesondere Antigene. Haptene oder 
Antikorper, z.B. Antikorper gegen carcinoembryonale 
Antigen, in Betracht. . . 

Die Rutheniumkomplexe gemass voriiegende Er- 
fmdung lassen sich fluoreszenzspektroskopisch sehr 
emfindiich nachweisen. 
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